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© Chemisch-analytische Probenahme-Vorrichtung mit integrterter Dosimeter- und Funktionsanze 

© Die Erfindung richtet sich auf eine Probenahme-Vorrich- 
tung und ein Verfahren zum selektiven Sammeln, Anreichern 
und Abtrennen der zu bestimmenden Stoffe und/oder 
biologischer Systeme {Analyte) von der betreffenden Probe- 
Matrix, das zusatzlich zu einer aktuellen Funktionsanzeige 
des Beladungszustandes eine Quantifizierung des Analyten 
nach dosimeter-ahnlichen Prinzipien ermoglicht Dies wird 
erfindungsgemaS durch besonders analyt-selektive Sam- 
melphasen auf Rezeptor- Basis erreicht, deren Analyt-Btn- 
dungssteJIen jedoch vor jedem Einsatz mit einer leicht 
f est s tell baren sog. Jndikationssubstanz abgesattigt sind. 
Letztere wird durch die zu sammelnden Analyte aus den 
Bindungsstelien des Rezeptors verdrangt, was bei stark 
gefarbten oder fluoreszierenden Labeln der Indikationsver- 
bindungen sofort mit bloSen Augen erkennbar ist, bei 
■ anderen mittefs interner oder externer Sensoren leicht 
h feststelibar ist. Diese neuartige Kombination von Probenah- 
me-Vorrichtung und Dosimeter weist gegenuber den bishe- 
rigen Probenahme-Vorrichtungen wegen des Erkennens von 
Analyt-Durchbruchen erhebliche Vorteile auf, die besonders 
bei Spurenanalysen oder der Analyse auf extrem gefahrliche 
Substanzen augenfallig werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung richtet sich auf eine Probenahme- Vor- 
richtung und ein Verfahren zum Sammeln, Anreichern 
und Abtrennen der zu bestimmenden Stoffe oder kom- 
plexen biologischea und nicht- biologischen Systeme ( = 
Analyte) von der Probenmatrix, die auf eine neuartige 
Weise gleichzeitig eine Funktionspriifung verbunden 
mit einer Quantifizierung der zu bestimmenden Sub- 
stanz(en) (Analyte) erm6glicht 

Die Nachfrage nach quantitativen Analysen komple- 
xer Stoffgemische ist in den Bereichen Umweltanalytik 
und in der medizinischen Diagnostik wegen eines ge- 
stiegenen UmweltbewuBtseins und groBen Interesses 
an einer raschen und zuverlassigen medizinischen Dia- 
gnostik und Vorsorge stark angestiegen. Im Bereich der 
Umweltanalytik, aber auch auf dem Gebiet der biologi- 
schen und medizinischen Analytik wird die Qualitat ei- 
ner chemischen Analyse entscheidend von der Qualitat 
der Probenahme und der Probenvorbereitung im Labor 
gepragt Vor alien; auf dem Gebiet der Spurenanalyse 
mussen die Analyte, je nach der Nachweisgrenze der 
jeweils verwendeten Analysenmethode, in vielen Fallen 
vor der eigentlichen chemisch-analytischen Bestim- 
mung noch angereichert oder aufkonzentriert werden. 
Bei diesem Vorgang sollten aber die nicht zu bestim- 
menden (analysierenden) Bestandteile einer Probe (= 
Probenmatrix) nicht mit angereichert werden, da sie 
dann a U. die eigentliche chemisch-analytische Bestim- 
mung der Analyte wegen einer nicht mehr ausreichen- 
den Selektivitat der betreffenden Bestimmungsmethode 
storen konnen. Daher ist eine einfache Aufkonzentrie- 
rung durch beispielsweise Verdampfen (Einrotieren im 
Rotationsverdampfer) des Losungsmittels oder Aufld- 
sen der gesamten Gasprobe in einer kleinen Losungs- 
mittelmenge (im Sinne einer Gaswasche) nicht die opti- 
male Losung. 

Optimal ist, wenn die Anreicherung auch mit einer 
Abtrennung von unerwunschten Probenbestandteilen 
verbunden ist Fur eine chemische Analyse von gasfor- 
migen oder flussigen Proben haben sich daher verschie- 
dene Probenahmetechniken bewahrt 

Bei gasformigen Proben versucht man eine Anreiche- 
rung der Analyte verbunden mit einer gleichzeitigen 
Abtrennung von der Hauptgasmenge dadurch zu erzie- 
len, daB man (wie in vielen DIN Methoden beschrieben) 
das Probegas durch mit einem speziellen Ab- oder Ad- 
sorptionsmittel gefullte Sammelrohrchen leitet, daB die 
Analyte mit oder ohne eine chemische Veranderung 
(Abfangreaktion) bevorzugt zuruckhalt und die Proben- 
matrix ohne quantitative Ab- oder Adsorption oder 
chromatographischer Verzogerung passieren laBt Zur 
eigentlichen chemischen Analyse werden die so aufkon- 
zentrierten und mehr oder weniger von der Matrix be- 
freiten Analytmolekiile mittels geeigneter MaBnahmen 
von der betreffenden Sammelphase heruntergespult, 
wozu fur diese Eluation minimale Mengen von Gas oder 
Flussigkeit Anwendung finden sollen. 

Die bekannten Gas-Sammelrohrchen sind dazu, ahn- 
Iich wie im Falle einer gefullten Chromatographie-Saule 
mit einer sog. stationaren Phase gefullt, die die zu be- 
stimmenden Stoffe (Analyte) besonders effektiv binden. 
Dazu werden dem derzeitigen Stand der Technik ent- 
sprechend, bevorzugt Adsorptions- (Grundlage: Ad- 
sorpuonsisothermen) oder Absorptionskrafte (Grundla- 
ge: Nemstscher Verteilungssatz) ausgenutzt Beide Ef- 
fekte sind leider nicht molekul- und damit analyt-spezi- 
fisch sondern wirken bevorzugt uber die bekannten 
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schwachen Wechselwirkungskrafte (van der Waals, Di- 
pol-Dipol, hydrophobe Wechselwirkungen, etc.), die 
Z.B. durch die Polaritat eines Molekuls vorgegeben 
sind. 

5 Bei gasformigen Proben verwendet man dazu vor- 
zugsweise die bekannten stationaren Phasen der Gas- 
chromatographie, die fur die Analyte ein besonders aus- 
gepragtes Bindungsvermdgen aufweisen, wahrend die 
Probenmatrix-Bestandteile nur schwach gebunden wer- 

io den. Eine mehr oder weniger analytselektive Bindung 
und damit quantitative Trennung von der Matrix kommt 
aber leider durch diese Adsorption- oder Absorptions- 
krafte (zwischen einer Gasphase und einem dunnen 
FlQssigkeitsFilm — analog wie bei den betreffenden 

is Chromatographic- Arten) nicht zustande. Nach dem 
Stand der Technik werden in diesen Sammelrohrchen 
oder Behaltern (Waschflaschen, Impinger oder dergL) 
entweder gut adsorbierende Stoffe, wie Aktivkohle, Sili- 
cagel, Aluminiumoxid, Mg-Silikate (Florasil), Zeolithe, 

20 Molekuiarsiebe o. a. verwendet Die Desorption der 
Analyte zur nachfolgenden Analyse erfolgt dann vor- 
zugsv/eise bei erhohter Temperatur (Therm odesorp- 
tion). Eluens kann ein Gas oder auch eine Flussigkeit mit 
guter Loslichkeit fur die Analytmolekule sein. 

25 Bei flussigen Proben nutzt man bevorzugt Vertei- 
lungsgleichgewichte aus. Daher werden hier die ent- 
sprechenden, typischen stationaren Phasen aus der Ver- 
teilungschromatoghraphie (vergleiche: Autorenkollek- 
tiv (1981), Analytikum, VEB Deutscher Verlag fur die 

30 Grundstoffindustrie, Leipzig), wie z. B. Carbowax 300, 
Squalan, Apizon, SE 30, SE 52, OV 17 oder auch bevor- 
zugt das hochpolymere Tenax u. a. eingesetzt, die als 
diinner Flussigkeitsfilm auf einem inerten, gekornten 
Tragermaterial aufgezogen sind Letzteres befindet sich 

35 als Sammelphase in der betreffenden Sammelvorrich- 
tung. 

Die Auswahl des fur den Analyten am besten geeig- 
neten Flussigkeitsfilms und die Wahl des geeignetsten 
Eluationsmittels richtet sich nach dem sog. Chromato- 

40 graphischen Dreieek, das dem Fachmann gelaufig ist 
Hier wird zunachst die Auswahl der stationaren Sam- 
melphase anhand maximaler Wechselwirkungskrafte 
(polare Analyte bendtigen polare Sammelphase, unpo- 
lare entsprechend unpolare Phasen) getroffen. 

45 Bei der Probenahme von flussigen Proben hat sich 
anstelle einer. Extraktion mit geeigneten Losungsmit- 
teln, die nachher zwecks Aufkonzentrierung wieder ein- 
geengt und entsorgt werden mussen, in den letzten Jah- 
ren die sog. Festphasen-Extraktion (Solid Phase Extrac- 

50 tion, SPE) an festen, stationaren Phasen, die der Flussig- 
Chromatographie entliehen sind, zur Anreicherung und 
Zuruckhaltung der Analyte und einer Matrix-Abtren- 
nung sehr bewahrt Bei dem entsprechenden Sammeln 
von Analyten aus flussigen Proben beruht die erfolg- 

55 reichste Technik der sog. Festphasen-Extraktion auf ei- 
ner Verteilung eines vorzugsweise lipophilen Analyten 
in einer entsprechenden Phase niedriger Polaritat Be- 
sonders geeignet zum Sammeln und Auftrennen wenig 
polarer Analytmolekule sind sog. beispielsweise Rever- 

eo sed-Phase (RP)-FQllmaterialien (z.B. RP-12 oder RP- 
18). 

Sowohl die Probenahme von Gasen als auch die von 
flussigen Proben laBt sich aber erfindungsgemaB in An- 
lehnung an die Affinitats-Chromatographie besonders 
65 vorteilhaft gestalten. Die Idee der vorliegenden Erfin- 
dung ist, daB man als Analyt-Sammelphase analytspezi- 
Fische oder mindestens -selektive Rezeptoren (biologi- 
scher oder nichtbiologischer Art oder Herkunft) ver- 
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wendet Als selektiv analyt-bindende Rezeptoren sind 
alle Substanzen geeignet, die analog dem Prinzip der 
Antigen (- Analyt) — Antik6rper Wechselwirkung 
(SchlQssel-SchloB-Prinzip oder "Induced-Fit" Hand- 
schuh-Prinzip) substanzerkennende Eigenschaften ha- 
ben. Derzeit sind dazu weiter geeignet und auch be- 
kannt: Antigen-Antik6rper-Ab-Fragmente, DNA-kom- 
plimentare DNA (Prinzip der DNA-Sonden) oder ana- 
loge Systeme auf RNA Basis, Gast-Wirtsmolekule der 
sog. supramolekuJaren Chemie, oder stationare Triger- 
materiaiien, in deren Oberflache das oder die zu sam- 
melnden Analyt-Molekulformen nach der sog. "Molecu- 
lar Imprinting" Technik "eingeformt" wurden, so daB 
dabei die jeweils zur Analyt-Molekulform komplimen- 
tare Form dort als Vertief ungen (Abdruck) auftreten. 

Wegen der uberaus groBen Spezifitat und sehr star- 
ken und selektiven Bindung von Analytmolekuien (z. B. 
Affinitatskonstante ca. > 10 10 ), erlaubt die Verwendung 
von analytmolekul-spezifischen Rezeptoren als Sam- 
melphase wesentlich bessere Analyt-Isolierungen und 
-Anreicherungen ais aiie and ere n, bekannten Verfahren. 

Bei der Sammlung aus gasfdrmigen Proben muB al- 
lerdings bei Verwendung biologischer Rezeptoren (An- 
tikorper, Antikdrper-Fragmente, DNA, RNA oder 
dergl.) eine gewisse Feuchtigkeit vorhanden sein, damit 
die Funktionsfahigkeit der betreffenden Proteinmole- 
kiile (Tertiar- und Quartar-Struktur) zur selektiven 
Anaiyt-Anbindung erhalten bleibt; daher ist in solchen 
Fallen eine Gaswasche mit einer waBrigen oder partiell 
waBrigen Pufferldsung vorzuschaltea Bei flussigen Pro- 
ben braucht nur ein bestimmter pH-Wert und eine be- 
stirnmte Ionenstarke eingehalten werden, damit die Pro- 
teinstruktur nicht denaturiert und damit die spezifische 
Analytbindungseigenschaft verloren geht. 

In alien Fallen, d. h. sowohl bei den erstgenannten 
Sammelmaterialien auf Basis der Adsorption oder Ab- 
sorption (Verteilung) wie auch bei den Sammelmateria- 
lien auf Analyt- Rezeptor-Basis ist aber der jeweils aktu- 
elle Beladungszustand (Grad der Absattigung mit Ana- 
lytmolekuien) der betreffenden Sarnmelvorrichtung und 
damit auch das sog. Analyt-Durchbruchsvolumen (ver- 
lustbringender, unkontrollierter Austritt aus der betref- 
fenden Sarnmelvorrichtung wegen Oberladung) der so 
gesammelten Probe zunachst unbekannt Man muB zur 
Ermittlung dieses Probevolumens die maximal von der 
Sarnmelvorrichtung zuriickgehaltene Analytmenge je- 
weils fur jede Sarnmelvorrichtung einzeln ermittela 
Dies geschieht i.d.R. empirisch aus Versuchen mit syn- 
thetischen Standards. So erhalt der Fachmann analyt - 
konzentrations-abhangige, maximale Probenvolumina, 
bei denen der Analyt oder die Analyte noch zu 100% in 
der Sammel- und Trennvorrichtung zuriickgehalten 
werden. 

Es ist im Sinne einer richtigen Spurenanalytik von 
zentraler Bedeutung, daB bei der Sammlung, Anreiche- 
rung und Matrix-Abtrennung des oder der Analyte eine 
Wiederfindungsrate von 100% vorliegt Das Durch- 
bruchsvolumen kennzeichnet jene Probenmenge (Volu- 
men an Probengas oder -flussigkeit), die in einer vorge- 
gebenen Zeit durch die Sarnmelvorrichtung geleitet 
werden durfen, bevor die ersten Analytmolekiile wieder 
aus der Sarnmelvorrichtung austreten und daher fur ei- 
ne spatere Quantifizierung nicht mehr zur Verfugung 
stehen. Dies zieht Minderbefunde nach sich. 

Das Durchbruchsvolumen ist aber zusatzlich auch 
von der Probenmatrix abhangig. Liegen mehr ahnlich 
gebaute Molekule wie das Analytmolekul (oder -ion) in 
der Probenmatrix vor, so wird beispielsweise das 
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Durchbruchsvolumen entscheidend verkleinert, weil die 
Sammelphase nur eine bestimmte, endliche Kapazitat 
hat Ahnlich konnen bei flussigen Proben auch oberfla- 
chenaktive Substanzen in der Matrix wirken. Eine Er- 
5 warmung wirkt ebenfalls vermindernd auf das Durch- 
bruchsvolumen. Wegen dieser starken Abhangigkeiten 
von der individuellen Matrix der betreffenden Probe 
und der Sammelbedingungen, werden von erfahrenen 
Fachmannern LdR. besondere VorsichtsmaBnahmen er- 

to griffen, urn einen Durchbruch ( « Austritt aus der Sam- 
mel- Vorrichtung noch wahrend der Sammelphase) des 
oder der Analyte zu verhindern bzw. auszuschlieBen. 

Zur Verhinderung einer sog. Oberladung der Sam- 
melphase in der jeweiligen Sarnmelvorrichtung und da- 
is mit eines Durchbruchs des oder der Analyten und damit 
eines Verlustes schaltet man mindestens ein zweites 
Gas- oder Flussigkeits-Sammelrohrchen hinter dem er- 
sten und bestimmt auch in dieser und alien weiteren so 
in Serie geschalteten Sammelvorrichtungen den oder 

20 die Analyte und addiert diese Gehalte zu dem Wert, die 
mit dem Haupt-Sammel-System erhalten wurde. 

Nach der Sammel- und Abtrennnhase mit Anreiche- 
rung des oder der Analyten in der Sarnmelvorrichtung 
(Waschflaschen, Rdhren, K.artuschen, ICapillaren o.a.) 

25 wird bei gasformigen Proben entweder der oder die 
Analyte durch Tempera turerhohung (Thermodesorp- 
tion) oder durch eine Extraktion mit wenig Losungsmit- 
te! aus der Sammel- Vorrichtung gebracht und eine ab- 
gemessene Menge chemisch analysiert Bei der Festpha- 

30 sen-Extraktion von flussigen Probea wird das den Ana- 
lyten am besten eluierende Losungsmittel durch die 
Sammel-Vorrichtung geleitet und den oder die Analyte 
so der eigentlichen Analyse zugefiihrt In beiden Fallen 
ist naturlich die insgesamt durch die Sarnmelvorrichtung 

35 geflossene Probenmenge bekannt 

Da sowohl bei der oben erwahnten Gasprobennah- 
me-Methode wie auch bei der fiir Flussigkeiten, jegliche 
Oberladung zu fehlerhaften Analysen fuhrt, besteht das 
Problem letztere zu erkennen, um sicher zu gehen. Bei 

40 stark schwankenden Analyt-Konzentrationen und vari- 
ierender Matrix, Temperatur und Probe-Sammelge- 
schwindigkeit konnen selbst die Hintereinanderreihung 
mehrerer Sammelvorrichtungen nicht mehr ausreichen. 
GroBer Nachteil der letztgenannten, bisher ausschlieB- 

45 lich praktizierten Methode ist der entsprechend verviel- 
fachte Arbeitsaufwand und die starke Widerstandserho- 
hung fiir den ProbenfluB durch mehrere hintereinander- 
geschaltete Vorrichtungen. Da die eigentliche Sammel- 
zone aus Griinden kurzer Diffusionswege der Analyte 

50 zu entsprechenden Bindungsstellen auf der Oberflache 
des meist pulverformigen Sammelmaterials relativ dicht 
gepackt (geschUttet) ist, wirkt diese Zone als starkes 
Stromungshindernis, d. h. es konnen sich dort, je nach 
KorngroBe des Full- , Trager- und Sammelmaterials, 

55 betrachtliche Druckveriuste aufbauen. 

Da man aber aus Grunden des AnschlieBens von Ein- 
schleppungen von Verunreinigungen die Probenahme- 
pumpe fluBmaBig stets hinter den Sammelvorrichtun- 
gen platziert (Ansaugen der Proben), konnen so leicht 

eo Grenzen des Probendurchsatzes erreicht werden. Eine 
ist beispielsweise die, daB fiir eine vernunftige Probe- 
nahmegeschwindigkeit ein derartig hohes Vakuum hin- 
ter der Sarnmelvorrichtung erzeugt werden muB, daB 
die betreffende Probenflussigkeit zu sieden beginnt Bei 

65 den proteinchemischen Sammelphasen auf Basis analyt- 
spezifischer biologischer Rezeptoren mit entsprechen- 
den Analyt- Bindungsstellen kann das Problem der Pro- 
tein-Denaturierung durch die verschiedensten Ursa- 
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chen (Temperatur, Druck, pH-Wert, Ionenst&rke, chaot- chromatographischen Saule zuruckgehalten wird Han- 
rope Matrix, Schwermetalle o.a. Gifte, etc) auftreten delt es sich beispielsweise bei der anzureichernden und 
und zum Versagen der Sammelvorrichtung fuhren, ohne zu sammelnden AnalytmolekQlsorte ura eine besonders 
da3 andere, auBere Anzeichen darauf hindeuten. Ein lipophile Verbindung, die bevorzugt von einer RP-Pha- 
denaturiertes Protein hat alle Antigen (=»Analyt)-bin- 5 se festgehalten werden, so muB die markierte Verdran- 
denden Eigenschaften verloren,d h. es liegt eine verfug- gungssubstanz weniger lipophil sein, was durch einen 
bare Sammelkapazitat von Null vor. Die betreffende um den Faktor > lOunterschiedlichen Verteilungskoef- 
Sammelvorrichtung ist dadurch zur Probenahme unge- fizienten ausgedruckt werden kann. In diesem Fall ist 
eignet geworden. die Oberflache der Sanunelphase ebenfalls lipophil (z. B. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es auch t eine 10 RP-18 Phase) . Handelt es sich beispielsweise beim Ana- 
verbesserte Probenahme- und Sammelvorrichtung und lyten um eine hydrophile, polare Verbindung, so wird 
ein damit auszufuhrendes Verfahren zu schaffen, das in bevorzugt eine polare Sammelphasenoberflache zur 
der Lage ist, den jeweils aktuellen Analyt-Beladungs- Anreicherung und Abtrennung des Analyten gewahlt 
(-belegungs) Zustand zu erfassen und eine einfache, au- und eine weniger polare Markierungssubstanz zusam- 
tomatische FunktionsGberpriifung einer Sammelvor- 15 men mit einem ebenfalls weniger polaren Losungsmittel 
richtung fur gasfdrmige und flussige Proben zu ermogli- verwendet 

chen, wobei gleichzeitig im Sinne einer qualitatsstei- Bei den neuartigen Sammelmaterialien auf Analyt- 
gernden Probenahmetechnik daruber hinaus damit auch Rezeptor-Basis (z. B. immunchemische Bindung mittels 
noch eine vorprobenartige Analyt-Quantifizierung Antikorper oder analytbindende Antikorperfragmente 
durchgefuhrt werden kann. 20 sowie Molecular-Imprinting Technik) eignet sich erfin- 

Die Aufgabe 7/ird erfindungsgemaB dadurch geldst, dungsgemaB das Analyt-Molekul selbst, wenn es bei- 
daB die betreffenden, fur den oder die Analyte optimaie SpidsWCISC kovalent an molekuImaBig groBere Markie- 
stationare Sammelphase nicht — wie ublich — unbelegt, rungsatomgruppen (konjugierte Molekulgruppe mit ge- 
also mit freien Ad- oder Absorptionsplatzen, sondern eigneten optischen, elektrochemischen oder anderen, 
erfindungsgemaB bereits mit einer allerdings schwacher 25 zur Markierung geeigneten Eigenschaften) gebunden 
ad- oder absorbierten oder rezeptor-gebundenen Ver- ist In diesem Fall fiihrt die sterische Hinderung des so 
bindung (hier: Verdrangungssubstanz oder Indikations- markierten Analyt-Molekuls zu einer kleineren Affini- 
verbindung oder -substanz genannt) belegt (gesattigt tatskonstante, was der erfindungsgemaB beabsichtigten, 
mit dieser zu verdrangenden Substanz) benutzt wird weniger festen Anbindung (oder Assoziation) an die Re- 
Die von den zu sammelnden Analyten leicht zu erset- 30 zeptorphase entspricht 

zende VerdrSngungssubstanz/Indikationsverbindung Als geeignete Markierungsmolekule oder -atomgrup- 
ist erfindungsgemaB geeignet markiert, so daB man an- pierungen haben sich in vielen eigenen Versuchslaufen 
hand einer moglichst einfach zu erkennenden Markie- besonders bewahrt: stabile Farbstoff-Molekiile mit be- 
rungszone oder eines Integralsignals eines kleinen, sonders hohen, molekularen Extinktionskoeffizienten, 
nachgeschalteten, auf die durch den oder die Analyten 35 fluoreszierende Molekule mit starker Emissions-Inten- 
verdrangte, markierte Substanz ansprechenden Durch- sitat im sichtbaren Bereich des Spektrums, Redox-Sy- 
fluBdetektors (oder interner und/oder externer Senso- steme auf Basis von Molekulen oder Ionen mit beson- 
ren leicht feststellen kann, ob die zu sammelnden Analy- ders hoher Standard-Austauschstromdichte, weiterhin: 
te diesen Markierungsstoff bzw. diese Indikationsver- elektrochemisch aktive (leicht ohne hohe Oberspan- 
bindung) schon vollstandig aus dem aktiven Sammel- 40 nung reduzier- oder oxidierbare Molekule) sowie be- 
phasenbereich der Vorrichtung verdrangt haben oder stimmte Ionophore, Enzyme, massenerhohende Grup- 
nicht, was einem zu vermeidenden Durchbruch mit den pen, DNA/RNA-Label oder dergU wie sie von den Im- 
bekannten Nachteilen gleich kame. Das Integralsignal muno- Assays oder DNA-Sonden her bekannt sind. 
stelit die Aufsummierung aller Detektor-(Sensor)signale Bei molekuImaBig zu kleinen Markierungsgruppen, 
dar und entspricht der bekannten Gesamtmenge an In- 45 die bei kovalenter Anbindung an das Analyt-Molekul 
dikationsverbindung, die bis zum Zeitpunkt durch die die Affinitatskonstante zu wenig erniedrigen, so daB die- 
Analyte verdrangt wurde. Da die Gesamt-Kapazitat der se Indikauonsverbindung zu schlecht von den Analyten 
Sammelphase an Analyt-Bindungsstellen bekannt ist, verdrangt wird, kann man erfindungsgemaB auch ein 
laBt sich so jede restliche Sammelkapazitat ermitteln. dem Analytmolekul ahnliches mit einem zum betreff en- 

Die durch den Analyten zu verdrangende Indikations- 50 den Rezeptormolekiil passenden Epitop nehmen, wenn 
verbindung besteht LdR. aus einem analytahnlichen diese markierte Verbindung dann eine hinreichend 
Bindungsmolekul mit schlechterer Anbindung an die schwachere Bindung mit der Bindungsstelle des betref- 
Sammelphase als das oder die Analytmolekule, welches fenden Rezeptors eingeht Hinreichend bedeutet erfin- 
aber zusStzlich kovalent mit einer geeigneten Markie- dungsgemaB eine um den Faktor mindestens 2 kleinere 
rung versehen ist oder eine intrinsisch enthalt 55 Affinitatskonstante. 

Die Art der Markierung dieser Indikationssubstanz Bei den Sammelmaterialien auf Analyt-Rezeptor-Ba- 
ist erfindungsgemaB unerheblich. Besonders vorteilhaft sis ist die Art des inerten Tragermaterials fur die analyt- 
sind allerdings solche, die mit bloBen Augen und/oder erkennenden Rezeptormolekule unerheblich. Wichtig 
minimalen Hilfsmitteln, z. B. mittels einfacher interner ist nur, daB das betreffende Tragermaterial packungs- 
oder externer Sensoren feststellbar sind 60 maBig in den meist saulenartigen Sammelvorrichtung 

Die Auswahl der optimal geeigneten markierten Ver- nicht zu einem zu hohen Druckverlust fuhrt. 
bindung, die im Verlauf der Probenahme durch die Ana- ErfindungsgemaB kann man die Kapazitat des Sam- 
lytmolekule zu verdrangen ist, erfolgt bei den chromato- melraumes auch durch eine Kaskadenanordnung von 
graphischen Sammelmaterialien anhand des chromato- mit entsprechenden, analytfangenden Rezeptormoleku- 
graphischen Dreiecks, indem als zu verdrangendes Mo- 65 len beladenen Filterpapieren oder probedurchlassigen 
lekul eine Grundsubstanz verwendet wird, die unter den Kunststoff-Folien mit entsprechenden groBeren Durch- 
gegebenen Bedingungen kaum oder sehr schlecht auf messern erhohen. Stand der Technik auf dem Gebiet der 
einer entsprechenden adsorptions- oder verteilungs- inerten Tragermaterialien fur biologische und nicht-bio- 
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logische Rezeptoren sind porose, druckstabile Trager 
(z. B. controlled pore glass, CPG, Kunststoff-Partikel 
oder solche auf anorganischer Basis, wie Silicage! o. a.). 

Wesentlich geringere Druckverluste treten in einer 
erfindungsgemaB mit einem aufgerollten planaren Tra- 
ger (z. B. Filterpapier, Dialysierfolien, Cellophan- oder 
Kunststoffrnembranen) gefullten Probesammelvorrich- 
tung auf. 

Hier konnen die analyt-selektiven Rezeptormolekule 
auf beiden Seiten des Tragers, der durch Abstandsvor- 
richtungen mit definierten Zwischenraumen operiert, 
immobilisiert werdea Entsprechende Anordnungen 
kennt der Fachraann aus dem Gebiet der Entsalzungs- 
anlagen auf Basis der Umkehrosmose oder der Elektro- 
dialyse. Durch die dadurch gegebenen kurzen Diffu- 
sionsstrecken der Analyt-Molekule zu den betreffenden 
Bindungsstellen der Rezeptoren wird die Kinetik der 
Anbindung der Analyt-Molekule an die betreffenden 
Bindungsstellen sehr beschleunigt 

Dcsweiteren konnen erfindungsgemaB als Sammel- 
vorrichtung umfunktionierte dialysierschiauch-ahn!iehe 
Anordnungen (z. B. aus der Blutwasche bei Nierenkran- 
ken stamraend) benutzt werden, wenn die mit der Probe 
in Kontakt kommenden Oberflachen mit immobilisier- 
ten, analyt-bindenden Rezeptoren uberzogen sind. Eine 
solche Anordnung kann beispielsweise weit uber 100 
rezeptorbeladene Schlauche mit Einzeldurchmessern 
unter einem Millimeter und Langen von uber 10 cm 
enthalten. Die Probestromung kann sowohl durch die 
Schlauche als auch um die Schlauche herum wie auch 
beim Vorliegen geeigneter Stromungs-Charakteristik 
beides zusammen erfolgen. Wichtig ist eine Langsan- 
strdmung. Durch eine solche vorteilhafte Anordnung 
der Sammelphase wird eine groBe Beladungskapazitat 
bei einem sehr geringen Druckverlust erreicht Vorteil- 
hafte Ausfiihrungsformen bestehen aus durchsichtigen 
Materialien und lassen die zur einfachen optischen Er- 
kennung notwendigen Wellenlangen durchtreten, was 
ein einf aches Erkennen des Beladungszustandes mit 
dem bloBen Auge ermoglicht Die jeweils andere Ober- 
flache der Schlauche, die nicht mit der Probe in Kontakt 
ist, kann bei der Verwendung von Dialysierschlauchen 
ggfs. auch noch mit einer Losung hoherer Osmolaritat 
gespult werden, so daB die zu sammelnden Analyt-Mo- 
lekule zusatzlich auch noch durch eine Strdmung der 
Losungsmittel-MolekGle in die Nahe der Bindungsstel- 
len der Rezeptoren getrieben werden. Mussen nieder- 
molekulare Analyte von hochmolekularen getrennt 
werden, dann werden die analytbindenden Rezeptoren 
vorteilhafterweise auf jener Seite der Dialysemembran 
immobilisiert, die nicht mit der Probe in Kontakt stent, 
weil so bei einem richtig gewahlten molekularen Cut-off 
hierbei eine doppelt wirkende Abtrennung erzielt wird 
Diese Probenahmetechnik ist besonders zu Gewinnung 
von Analyten aus biologischen oder medizinischen Pro- 
ben geeignet. 

Die richtige Orientierung der analyterkennenden Re- 
zeptormolekule ist die, bei der die spezifische Analyt- 
Bindungstellen von der inerten Trageroberflache weg 
zeigt, da dann eine rasche und ungehinderte Bindung 
des zu sammelnden Analyten eintritt und so auch eine 
optimale Bindungsstellen-Dichte gegeben ist Dazu 
werden in der Literatur zahlreiche Methoden beschrie- 
ben, die hier nicht Gegenstand der Erfindung und dem 
Fachmann gelaufig sind. 

Die rezeptorbelegten Sammel- und Kollektorphasen 
fur die betreffenden Analyt-Molekule werden beim er- 
findungsgemaBen Verfahren vor jedem neuen Einsatz 
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der An alyt- Sammel- und Abtrennvorrichtung mit der 
Indikationsverbindung abgesattigt (uberschuBvermei- 
dend beladen). Der Beladungsvorgang ist entweder an 
der direkten oder indirekten (z. B. Bestrahlen mit Licht 

5 geeigneter Wellenlange bei Fluoreszenzmarkern), sicht- 
baren Anfarbung der Sammelzone oder bei undurch- 
sichtigen Sammelvorrichtungen und/oder anderer Mar- 
kierung durch den Durchbruch dieser Indikationsver- 
bindung in den DurchfluBdetektor feststellbar. Ebenso 

to ist detektormaBig das Auswaschen eines Oberschusses 
verfolgbar. 

Da die so markierten Indikationssubstanzen im Laufe 
einer Probenahme sukkzessive durch die sich anders 
verhaltenen Analyt-Molekule aus der betreffenden 

is Sammelzone verdrangt werden, ergibt sich so erfin- 
dungsgemaB eine einfache und sofortige Kontrollmog- 
lichkeit der jeweils noch vorhandenen Beladungskapa- 
zitat der Probenahme- oder -Sammelvorrichtung. Da- 
mit wird ein bestehendes Problem der Spurenanalyse 

20 komplexer Proben besonders effektiv gelost 

Bei konstanter und reproduzierbarer Packungsdichte 
der aktiven Sammelzone ergibt sich erfindungsgeniaB 
vorzugsweise bei den besonders selektiv wirkenden 
Sammelmaterialien auf Rezeptor- Basis durch einf aches 

25 Abmessen der durch die zu sammelnden Analyt-Mole- 
kule veranderten Markierungszone (Strecke) nach ent- 
sprechender Kalibrierung zusatzlich auch noch ein 
quantitativer Hinweis, der als Vorprobe dienen kann. 
Dieses Dosimeter- Verfahren kann dariiberhinaus auch 

30 vorteilhaft zur Ermittlung der fiir die nachfolgende ana- 
lytische Bestimmung optimalen Analytkonzentration 
herangezogen werden, was uberflussige, zusitzliche Be- 
stimmungen erspart Gleichzeitig wird durch die da- 
durch gegebene Redundanz der Ergebnisse die Zuver- 

35 lassigkeit der betreffenden Analyse gesteigert 

Bei der erfindungsgemaB moglichen Verwendung 
von geeigneten Rezeptoren, die selektiv bestimmte 
Substanzklassen binden, ergibt sich daruber hinaus mit- 
tels einer derartigen neuen Sammelvorrichtung eine 

40 neue und besonders einfache und schnelle Methode zur 
zuverlassigen Bestimmung einer Vielzahl von entspre- 
chenden Summenparametern. Es versteht sich fur einen 
Fachmann von selbst, daB eine solche Sammelvorrich- 
tung, die erfindungsgemaB mit einer auch als Dosimeter 

45 dienenden Zustandsanzeige kombiniert ist, in den ver- 
schiedensten Einheiten, wie beispielsweise Masse oder 
Molaritat kalibrierbar ist 

Die vorliegende Erfindung vereinigt dadurch die be- 
kannten Techniken der Analyt-Anreicherung und Ma- 

50 trixabtrennung bei gasformigen und fliissigen Proben 
mit einer neuen Technik der quantitativen Prufrohrchen 
Analyse auf Analyt-Rezeptor- Basis. 

Im Fall etnes Sammelmechanismusses auf chromato- 
graphischer Basis wird, nach dem derzeitigen Stand der 

55 Technik zu urteilen, keine Indikationssubstanz zur on-li- 
ne Sichtkontrolle der Funktionsweise verwendet, die 
auch quantitative Abschatzungen der Analytkonzentra- 
tion ermoglichen wurde. Alle bisher in der Literatur 
beschriebenen Probesammelvorrichtungen schlagen die 

eo Hintereinanderschaltung derartiger Vorrichtungen zur 
Vermeidung von Analytverlusten vor. Ahnlich auBern 
sich auch alle standardisierten Verfahren (z. B. DIN-, 
EPA- u, a. Vorschriften). 
Der Stand der Technik auf dem Gebiet der Prufrohr- 

65 chen oder Dosimeter ist bisher dadurch charakterisiert, 
daB mehr oder weniger selektive chemische Reaktionen 
des Analyten mit bestimmten Reagenzien ablaufen, die 
aber LdR. zu einer irreversiblen Veranderung des Ana- 
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lyten fuhren. Dadurch sind derartige Vorrichtungen zur 
Probenahme, Probenanreicherung und Abtrennung von 
Analyten weniger gecignet Dosimeter auf dieser 
Grundlage sind seit langem im Einsatz und lassen sich 
LdR. nicht fur weitere Messungen regenerieren, 

Im Fall der erfindungsgemaflen Probenahmevorrich- 
tung auf Analyt-Rezeptor-Basis, werden die Analyt- Mo- 
lekule unverandert und reversibel an die Rezeptormoie- 
kule gebunden oder assoziiert Sie konnen danach durch 
bekannte, das Rezeptormolekul schonende Verfahren 
(pH-Wert Veranderung, chaotrope Reagenzien) wieder 
unverandert abgespalten und einer chemischen Analyse 
zugefuhrt werden. Charakteristisch fur die vorliegende 
Erfindung ist daher auch die Reversibilitat der Sammel-, 
Anreicherungs- und Abtrennmechanisraen sowie die 
der Regenerierbarkeit der dadurch gegebenen Dosime- 
ter. 

Bekannt sind direkte on-line immnnochemische Mo- 
nitore auf der Grundlage der Verdrangung eines schwa- 
cher gebundenen fluoreszenz-markierten Antigens von 
einer affinitatschromatographischen Saule in Form ei- 
ner entsprechenden Kartusche. Hier dient aber die Re- 
gistrierung der aus der Kartusche austretenden fluores- 
zierenden Verbindung als direktes Analysensignal (Be- 
stimmungssignal). In keinem Fall erfolgt die Quantifizie- 
rung durch das Abmessen einer Strecke der Sammel- 
phase. Das optische Detektorsignal geht bei den dem 
Fachmann bekannten Assay- Verfahren bei Erschop- 
fung des "Immuno-Reaktors" gegen Null, was schwer 
von dem Zustand bei geringen Analytspuren zu unter- 
scheiden ist Demgegenuber bleibt in einem solchen Fall 
bei der vorliegenden Erfindung die markierte Zone in 
der Sammelvorrichtung nahezu unverandert Es ist aber 
trotzdem noch der aktuelle Beladungszustand sofort ab- 
lesbar. 

Bekannt sind auch weitere direkte Bestimmungstech- 
niken in miniaturisierter Kit-Form, bei denen ein mar- 
kiertes Reagenz-Antigen nach entsprechender Ver- 
drangung durch das Analyt-Antigen in einen eng be- 
nachbarten Reaktionsraum eindiffundiert und dort bei- 
spielsweise mit Hilfe zusatzlicher Reagenzien eine emp- 
findliche Chemolumineszenz erzeugt, die direkt gemes- 
sen wird. Diese und alle weiteren Verfahren zur direk- 
ten Anzeige und Quantifizierung niedermolekularer 
MoIekQle stellen direkte Bestimmungsverfahren auf im- 
munochemischer Basis (Immunoassays) und keine Pro- 
bennahmetechniken, bzw. keine Kombination von Pro- 
bennahme- mit Dosimetertechnik dar. 

Die vorliegende Erfindung stellt in erster Linie eine 
optimierte und besonders vorteilhafte Probenvorberei- 
tungstechnik dar, die die Sammlung der interessieren- 
den Analyten mit ihrer Anreicherung und Abtrennung 
von der Probenmatrix verbindet und die die eigentliche 
hochgenaue Bestimmung des oder der Analyte mittels 
beliebiger Methoden gestattet Dabei ist erfindungsge- 
maB die Art der Analyt- Anbindung durch sehr selektive 
immunochemische Bindungen oder mehr physikalisch- 
chemischer Adsorption oder Verteilung unerheblich. 
Wichtig ist erfindungsgemaB die Einfachheit der Mar- 
kierung und ihre Feststellung und damit die zuverlassige 
Anzeige der jeweils (noch) vorhandenen Analyt-Sam- 
melkapazitat, die in vielen Fallen auch noch gleichzeitig 
als Dosimeter dienen kann. 

Wegen der groflen Vielzahl der Kombinationsmog- 
lichkeiten von stationaren Sammelphasen mit den un- 
terschiedlichsten stromenden Phasen ermdglicht die Er- 
findung eine nicht naheliegende Erweiterung aller bis- 
her beschriebenen Immuno- Assay Techniken. Die Erfin- 



16 179 CI 

10 

dung betrifft daher eine ideale Kombination von Probe- 
nahmetechniken mit Anreicherungs- und Abtrenntech- 
niken, wobei je nach der vorher gewahtten Selektivitat 
der Sammelphase, nur ein einziger Analyt oder auch 
5 eine bestimmte Stoffklasse (Summenparameter- Bestim- 
mung) gesammelt werden kann. 

Die quantitative Gewinnung des so automatisch an- 
gereicherten und von der oft storenden Probenmatrix 
abgetrennten Analyten geschieht nach den bekannten 

io Festphasenextraktionsmethoden, wobei die optische 
Verfolgung des Auswaschens des Restes der Indika- 
tionsverbindung die Extraktionseffektivitat zu kontrol- 
lieren erlaubt; wenn sie nicht extrahiert wird, dann wer- 
den die gesammelten Analytmolekule es erst recht nicht 

is Bei immunochemischen Methoden (affinitatskontrol- 
lierte Sammlung von einer Analytmolekulsorte oder 
mehrerer Sorten) werden die bekannten Techniken der 
schonenden Antikorper-Antigen-Dissoziation, wie bei- 
spielsweise die Eluadon mittels chaotroper Reagenzien 

20 (z. B. Harnstoff u. a.) oder einer sauren Pufferlosung (pH 
zwischen 1 bis 3) dazu verwendet Die Menge an Elua- 
tionsmittel ist so zu bemessen, dafi die Sammelphase 
dabei auch von der markierten Verbindung befreit wird 
Umfangreiche Tests im Vorfeld der Erfindung haben 

25 ergeben, daB gut (richtige Orientierung) immobilisierte 
Affuiitatsphasen vieie dieser Regenerationsschritte oh- 
ne wesentliche EinbuBe an Funktionsfahigkeit iiberste- 
hen. Sie konnen durch erneute Beladung unter optima- 
len Bindebedingungen (pH-Wert, Ionenstarke etc.) mit 

30 dem markierten, zu verdrangenden Antigen wieder be- 
laden werden und zur nachsten Probenahme verwendet 
werden. Auch bei dieser Belegung mit der Indikations- 
verbindung (markierten Antigen) ist eine Ieicht sichtba- 
re Markierung von besonderem Vorteil, denn man er- 

35 kennt sofort den Beladungszustand und damit den Zeit- 
punkt, wenn keine uberschiissige Markierungssubstanz 
beim Spulvorgang mehr aus der Sammelzone austritt 

Durch die freie Wahl einer optimalen Analysenme- 
thode fur den erfindungsgemaB abgetrennten und ange- 

40 reicherten Analyten, ergeben sich bezuglich der ent- 
scheidenden Analysen- und Bestimmungsmethode be- 
sonders vorteilhafte Freiheitsgrade, die zusatzlich we- 
gen der Abtrennung storender Beimengungen zu be- 
sonders zuverlassigen und richtigen Analysenbefunden 

45 fuhren. 

Ein Einsatz dieser selbstkontrollierenden Analyt- 
Sammel- Vorrichtung verbessert dadurch die Nachweis- 
grenzen und Richtigkeit von Spurenanalysen in gasfor- 
migen und flOssigen Proben bei gleichzeitiger Vereinfa- 

50 chung und Zeitersparnis. Die Erfindung stellt dadurch 
eine entscheidende Weiterentwicklung aller bekannten, 
auf eine Verdrangungsreaktion basierender Bio- oder 
Immuno-Assays dar, die demgegenuber keinerlei Be- 
stimmungsmethodenfreiheit aufweisen. 

55 Dementsprechend lost die Erfindung mehrere Pro- 
bleme der Spurenanalyse von gasformigen und fliissigen 
Proben, die durch die bekannten Immuno-Assays und 
Prufrohrtechniken allein nicht geldst werden. 
Mit der vorliegenden Erfindung werden die folgen- 

60 den, besonders fur die Spurenanalyse extrem bedeutsa- 
men Vorteile erreicht: 

a) Der aktuellen Beladungszustand der betreffen- 
den Sammelvorrichtung kann sofort erkannt wer- 
65 den, d. h. neu und frisch kann von dem Zustand alt, 
gebraucht oder noch analyt-beladen oder mit ande- 
ren Stoffen abgesattigt, auf Anhieb unterschieden 
werden. 
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b) Es ist erkennbar, ob in der Probematrix der zu 
analysierende Stoff uberhaupt in nennenswerten 
Mengen vorhanden ist; denn wenn die Markie- 
rungszone sich nicht w&hrend des Durchleitens der 
Probe verandert, ist nichts vorhanden, was spater 
zu analysieren ware, was Analysenzeit, -kosten und 
Chemikalien-Abfall spart AuBerdem kann dadurch 
nahezu automatisch und in-situ und ohne Vorinfor* 
mation uber zu erwartende Analytkonzentrationen 
eine optimale Probenmenge gezogen werden. 

c) Nach einer geeigneten ICalibrierung kann aus 
dem Abschnitt, bei dem die Indikationssubstanz 
durch den Analyten verdrangt wurde, die bis dahin 
gesammelte Menge ermittelt werden (Prufrohr- 
chen-Prinzip). 

d) Es ist sofort feststellbar, wenn die Kapazitat ei- 
ner Probenahme-Vorrichtung dem Ende zugeht 
oder bereits uberschritten wurde, was Analysen- 
f ehler verhindert 

e) Es werden keine weiteren Probenahmevorrich- 
tungen in Serie benotigt, um das Durchbrechen zm 
verhindern, was den Druckverlust in Grenzen halt 
und Arbeitszeit fur die gesonderte Aufarbeitung 
erspart 

f) Die Sammel- und Abtrennvorrichtungen sind 
weiter miniaturisierbar und bendtigen aus Sicher- 
heitsgriinden nicht eine so lange DurchfluB-Strecke 
der Sammeiphase sondern konnen wegen der Kon- 
trollmoglichkeit mit vergroBerten, durchstromten 
Flachen arbeiten, was zu einem geringeren Druck- 
verlust fuhrt und weniger Pumpleistung erfordert 

g) Bei der Gewinnung der so gesammelten Analy- 
ten durch Eluation der so gleichzeitig von der Pro- 
benmatrix abgetrennten Analyte ist die Menge an 
Eluationsmittel, die zur verlustiosen Auswaschung 
der gesamten, gesammelten Analytmenge notwen- 
dig ist, diejenige, die auch die noch vorliegende 
Menge der markierten Verbindung aus der Probe- 
nahmevorrichtung verdrangt Dies verhindert eine 
uberflussige Verdunnung. 

h) Die Abmessungen der Sammelvorrichtung und 
damit auch ihre gesamte Sammelkapazitat kann 
der nachfolgenden anaiytischen Bestimmungsme- 
thode genau angepaBt werden, d. h. wenn durch das 
Verschwinden der markierten Sammelzone eine 
fur die nachfolgende Bestimmung optimale Probe- 
menge gesammelt wurde, kann der Sammelvor- 
gang abgebrochen werden und die genaue Analyt- 
bestimmung beginnen. 

i) Durch die analytkonzentrationsabhangige Probe- 
nahmezeit werden unnutze Sammeizeiten, die evtL 
zu zu hohen Analytanreicherungen fiihren und wie- 
der einen zusatzlichen Verdunungschritt vor der 
Bestimmung erfordern, vermieden. 

j) Bei einer stochiometrisch konstanten Verdran- 
gung von leichter gebundenen, entsprechend mar- 
kierten Rezeptor-Partnern kann bei gefahrlichen 
Analyten (z. B. Toxinen, Viren, Bakterien oder 
dergL) auf eine zu starke Anreicherung und an- 
schlieBende Eluation verzichtet werden, wenn die 
Markierung ein DNA/RNA-Label darstellt, das mit 
der bekannten PCR-Technik extrem empfindlich 
bestimmbar ist 

Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung werden in der 
Fig. la, lb und 1c sowie Fig. 2—4 erlautert 

In Fig. la ist eine besonders vorteilhafte, weil einfa- 
che optische Version der Erfmdung schematisch darge- 



stellt Dazu ist ein Glas- oder Quartzrohr (UV-durchlas- 
sig) 1 mit der betreffenden analyt-optimierten Sammei- 
phase 2 unter Verwendung von zwei Fixierungselemen- 
ten aus Glas- oder Quartzwolle oder entsprechenden 
5 Fritten 3 gefullt Bei Verwendung intensiv gefarbigter 
geeigneter Indikationsstoffe oder Antigen-Konjugaten 
mit besonders groBen molekularen Extinktionskoeffi- 
zienten (wie z. B. Phorphyrine, Carotinoide, Kristallvio- 
lett, etc.) kann anhand der entfarbten Zone in der Vor- 
10 richtung die jeweils noch aktuell vorhandene Sammel- 
kapazitat sofort abgelesen werden. Nach entsprechen- 
der Kah'bration ist dadurch auch die Dosis zusatzlich 
errechenbar. 

Farbige, durch die Analytmolekule zu verdrangende 
15 Antigene erhalt man aus dem Analytmolekul selbst, in- 
dem es chemisch mit bekannten, stabilen und intensiv 
gefarbten Farbstoffen oder chromophoren Gruppen 
kovalent verbunden wird. Es konnen aber auch dem 
Analyten ahnliche Molekule mit eindeudg schwacherer 
20 Affinitat zur Anreicherungsphase dazu verwendet wer- 
den. Bei einer nicht immunochemischen Analytbindung 
kann durch eine geeignete Wahl der chemischen Eigen- 
schaft der chromophoren oder fluorophoren Gruppe 
die Lipophilie des MarkierungsmolekOls (Indikations- 
25 substanz) eingestellt werden. 

Aus Grunden der Empfindlichkeit sind alle bekann- 
ten, stabilen Fluoreszenzmarkierungen aus der Im- 
muno-Assay oder Immuno-Sensor-Technik hier beson- 
ders gut geeignet Die genaue Art spielt hier keine Rolle. 
30 Hierzu muB dann das Probenahmerohrchen 1 mit der 
betreffenden, bekannten Anregungswellenlange be- 
leuchtet werden. Vorteilhaft ist hier eine Fluoreszenz im 
sichtbaren Bereich des Lichtes, da dann die analyt-bela- 
dene, nicht-fluoreszierende Zone Ieicht und einfach zu 
35 erkennenist 

Die Fig. lb zeigt ein Ausfuhrungsbeispiel mittel einer 
Detektoranzeige D, die erfindungsgemaB dann ange- 
wandt werden kann, wenn die Probensammel-Vorrich- 
tung fur Licht undurchlassig ist oder wenn eine elektro- 
40 chemische Markierung, wie beispielsweise Ferrocen, 
oder Molekule mit einer chinoiden Struktur oder mit 
anderen gut zu reduzierende oder oxidierende Gruppen 
bzw. anderer Sensor- Markierung an das Analytmolekul 
gekoppelt ist Hier ist zur Anzeige des Beladungszustan- 
45 des und damit der Funktionsweise entweder an den in- 
neren GefaBwandungen des Sammelrohrchens ein die 
gesamte Sammeiphase uberstreichendes Elektrodenar- 
ray oder ein zusatzlicher, externer DurchfluBdetektor D 
erforderlich. Aiternativ kann selbstverstandlich an die- 
so ser Stelle auch ein entsprechender optischer DurchfluB- 
detektor zur integralen Erfassung der verdrangten Mar- 
kermolekiiie verwendet werdea 

Die Fig. lc zeigt ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel mit 
einer weiteren Markierungsart. So konnen beispielswei- 
55 se auch Enzyme als Marker fur die zu verdrangenden 
Analytmolekul-K.onjugat-Verbindung eingesetzt wer- 
den. Hier muB allerdings vor dem Detektor ein entspre- 
chendes Substrat, welches von der verdrSngten enzym- 
markierten Verbindung in ein detektionsfahiges Pro- 
eo dukt umgewandelt wird, zugefuhrt werden. Besonders 
geeignet, da bereits wegen ihrer Verwendung bei ent- 
sprechenden Immuno-Assays kommerziell vorhanden, 
sind Analytmarkierungen mit beispielsweise Glucose- 
oxidase (GOD) oder alkalische Peroxidase (POD) oder 
65 Phosphatase, bei denen in Gegenwart dieser Enzyme 
(verdrangt von der Anreicherungs- und Sammelzone) 
aus den zuzusetzenden Substraten Glucose, resp. Was- 
serstoffperoxid, resp. p-Aminobenzoylphosphat, elek- 



DE 195 

13 

trochemisch sehr gut anzuzeigende Verbindungen ent- 
stehen, die dem Durchschnittsfachmann gelaufig sind. 

Die Fig. Id zeigt ein schematisiertes Ausfuhmngsbei- 
spiel fur eine optimale in-situ Probenvorbereitung bei 
gasformigen und flussigen Proben. Bei gasformigen 
Proben wird das zu untersuchende Gas vor dem Aufge- 
ben auf die Sammelvorrichtung mittels eines sog. Scrub- 
bers (Gaswascher) von den Analyten quantitativ befreit 
und letzterer in eine flussige Phase uberfuhrt Diese 
flussige Phase kann aus einer wafirigen PufferlSsung, 
aber auch — je nach Stability der Rezeptormolekule — 
auch aus einem organischen Losungsmittel bestehen. 
Die die Analyte enthaltenden Flussigkeiten werden 
dann durch die Sammelvorrichtung geleitet, wo eine 
Abtrennung und selektive Anreicherung der Analyte 
erfolgt 

Bei flussigen Proben wird vorteilhafterweise dem 
Probenstrom durch eine immunochemische Sammel- 
vorrichtung auch noch eine kleine Menge einer Puffer- 
ldsung mit hoher Pufferkapazitat zugemischt Der pH- 
Wert soil dem, bei dem cbe optimale Anbindung des 
Analyten an die betreffende Bindungsstelle stattfindet, 
entsprechen. 

Die Fig. 2 zeigt ein Vorrichtungsbeispiel mit kaska- 
denartiger Anordnung der Sammelphasentrager, die 
auch zur gleichzeitigen Sammlung mehrerer Analyte 
eine unterschiedliche Selektivitat haben kdnnen. 

Die Fig. 3 zeigt ein weiteres Beispiel einer Sammel- 
vorrichtung auf Basis der Dialyseschlauch-Anordnung 
mit parallelen Einzelschlauchen was zu hohen Bela- 
dungskapazitaten fuhrt 

Die Fig. 4 zeigt einen biologischen Anwendungsfall, 
bei dem der oder die Analyte so gefahrlich sind, dafi nur 
minimale Mengen davon gesammelt werden und jene 
auch in einer vor eine Spritze auf zusetzenden Kartu- 
sche mit selektiver Sammelphase verbleiben. Hier wird 
durch Ansaugen die Probe fiber diese rezeptorbeladene 
Phase geleitet wodurch dann eine equivalente Menge 
der harmlosen Indikationssubstanz beim Zuriickschie- 
ben des Spritzenkolbens fiir eine weitergehende Analy- 
se freigesetzt werden. Besonders vorteilhaft ist in sol- 
chen Fallen eine Markierung mittels DNA/RNA-La- 
beln, da dann die PCR-Technik zur Analyse dieser Spu- 
ren eingesetzt werden kann. 

Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Probenahme bei gasformigen 
und flussigen Proben zum Zwecke einer selektiven 
Anreicherung und Matrixabtrennung von zu be- 
stimmenden Stoffen und/oder biologischen Syste- 
men (Analyten) mit integrierter Dosimeter-Anzei- 
ge als Funktionsanzeige, dadurch gekennzeichnet, 
daB der jeweils aktuelle Beladungszustand von ana- 
lyt- und/oder stoffgruppen- oder biosystem-selekti- 
ven Sammelphasen mittels Markierung durch eine 
Indikationssubstanz feststellbar ist, in dem in der 
Vorrichtung die VerdrSngung der Indikationssub- 
stanz aus spezifischen Bindungsstellen der Sammel- 
phasen durch die zu sammelnden Stoffe/Biosyste- 
me (Analyte) quantitativ meBbar ist, wodurch die 
Vorrichtung als Dosimeter und zu ihrer Funktions- 
iiberprufung einsetzbar ist 

2. Vorrichtung nach Patentanspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in der markierten Sammelzone 
der Vorrichtung geometrische Formen verwirk- 
licht sind, die eine Quantifizierung Qber eine Strek- 
kenskala oder ein Abzahlen von Indikationssub- 
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stanz-freien Zonen oder Sammelboden (ohne Mar- 
kierung) ermoglichen. 

3. Vorrichtung nach Patentanspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die analyt-selektiven 

5 und markierten Sammelphasen auf inerte Trager 
immobilisiert sind, die als kdrniges Schuttgut mit 
mittleren Durchmessern im MikrometermaBstab in 
lichtdurchlassigen, rohren- oder schlauchformigen 
oder rechteckigen Durchstrom-Anordnungen ei- 

io nen minimalen Druckverlust ergeben und daB die 
durch VerdrSngung der Indikationssubstanz durch 
Analytmolekfile entstandene markierungsfreie Zo- 
ne, die gut sichtbar ist, eine schnelle und einfache, 
mit dem bloBen Auge feststellbare Quantifizierung 

is ermoglicht 

4. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die inerten Trager fur die analyt- 
selektiven und markierten Sammelphasen durch- 
lassige und undurchlassige Folien sind, die entwe- 

20 der kaskadenartig mit groBem Querschnitt hinter- 
einander geschaltet senkrecht zu ihrer Oberflache 
vcn der Probe durchstromt werden oder die paral- 
lel zur Oberflache in einer aufgerollten Form, mit 
definierten Abstandshaltern versehen, mit der Pro- 

25 be beaufschlagt werden, wobei eine oder beide 
Trager-Oberflachen mit der Sammelphase belegt 
sind. 

5. Vorrichtung nach Patentanspruch 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB bei kaskadenformiger Anord- 

30 nung der inerten Trager, diese verschiedene unter- 
schiedliche Analyte bindende Sammelmateri alien 
enthalten und dadurch eine Multi-Dosimeter-An- 
ordnung ausgebildet ist 

6. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, dadurch ge- 
35 kennzeichnet, daB die inerten Trager einzeln oder 

gebundelt angeordnete, schlauch- oder rohrenfor- 
mige Membranen oder Kapillaren sind, wobei die 
Durchstromung mit der Probe beidseitig simultan 
oder sequentiell, d. h. erst auBen vorbei und danach 
40 innen durch die Schlauche, Rohren, kapillaren oder 
umgekehrt, erfolgt 

7. Vorrichtung nach Patentanspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die schlauchformigen Membra- 
nen Dialysier-Anordnungen aus dem medizinischen 

45 Bereich sind, die Sammelphasen nach den Metho- 
den der gerichteten kovalenten Anbindung auf die 
Oberflachen der Dialysierschlauche immobilisiert 
sind und daB durch einen zusatzlichen osmotischen 
Gradienten uber der Dialysiermembran ein gestei- 

50 gerter LosungsmittelfluB senkrecht zur Membran- 
oberflache erzeugbar ist, der die Analyt-Anbin- 
dungskinetik unterstiitzt 

8. Vorrichtung nach Patentanspruch 1 oder 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die markierten und se- 

55 lektiv analyt-bindenden Sammelphasen entweder 
den zu bestimmenden Stoffselektiv binden oder ei- 
ne zu bestimmende Stoffklasse bzw. das zu sam- 
melnde biologische System selektiv durch Bindung 
aus dem Probenstrom quantitativ entfernen. 

60 9. Vorrichtung nach den Patentanspriichen 3 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB als markierte, analyt- 
bindende Sammelphase den zu sammelnden Stof- 
fen entsprechende, selektiv wirkende Rezeptoren 
in einer molekularen Orientierung mit zugangli- 

65 chen Bindungsstellen auf den Trageroberflachen 
immobilisiert sind. 

10. Vorrichtung nach Patentanspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB die selektiv analyt-bindende 
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Rezeptoren folgende MoIekul-KJassen oder Mi- 
schungen von verschiedenen, zu einer Klasse gehd- 
rigen oder verschiedenen Klassen angehorenden 
Rezeptoren umfassen: 

a) immunologische Antikorper oder Antikor- 5 
per-Fragmente mit den zu sammelnden Stof- 
fen oder Biosystemen als Antigen; 

b) kompliementare DNA/RNA zu der, die es 
isoliert oder gebunden zu sammeln gilt (DNA- 
Sonden-Prinzip); 10 

c) supra-molekulare Wirts-Gast-Verbindun- 
gen; 

d) durch "Molecular-Imprinting^-Technik ge- 
wonnene, selektiv die komplimentare Analyt- 
Molekuiform-erkennende Oberflachen 15 

e) stationare Phasen der Chromatographic; 
wobei bei den Molekul-KJassen a) bis c) ein 
nicht auf der Trageroberflache immobilisierter 
Partner aus den Proben gesammelt wird. 

!!. Vornchtung nach einem der Anspriiche 9 und 20 
10, dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren 
mit einer schwacher als der Analyt gebundenen (as- 
soziierten) und leicht direkt optisch (mit bloBem 
Auge) oder mittels einf acher interner oder externer 
Sensoren anzeigbaren Indikationssubstanz als 25 
Markerverbindung abgesattigt sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Patentanspriiche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Indika- 
tionssubstanz ein dem oder der Analytenstruktur 
formelmSBig oder physikalisch-chemisch ahnliches 30 
Molekul enthait, das die Eigenschaft hat, von den zu 
sammelnden Stoffen leicht aus der spezifischen 
Bindung oder Assoziation mit dem Rezeptor ver- 
drangt zu werden und direkt optisch oder indirekt 
mittels interner oder externer Sensoren feststellbar 35 
ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Patentanspruche 1 
bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Indika- 
tionssubstanz das Analytmolekul oder die zu sam- 
melnden Stoffe oder biochemischen Systeme selbst, 40 
modifiziert durch eine Marker-Atomgruppierung, 
enthait 

14. Vorrichtung nach einem der Patentanspruche 1 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen 
DurchfluBdetektor aufweist, der iiber das Integral 45 
des DurchfluB-Signals von der markierten, von den 
Analyt en verdrangten Indikationssubstanz den ak- 
tuellen Zustand der Sammelvorrichtung anzeigt 
und eine Summendosis angibt 

15. Vorrichtung nach einem der Patentanspruche 1 50 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Quantifi- 
zierung der durch die zu sammelnden Stoffe ver- 
drangten Indikationssubstanzen mittels interner 
oder externer Sensoren auf optischer, massensensi- 
tiver, kalorimetrischen oder elektrochemischen Ba- 55 
sis erfolgt 

16. Vorrichtung nach einem der Patentanspruche 1 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein zur Pro- 
benstrdmung paralleles, Iineares Sensor- Array ent- 
hait, das auf einem angeschlossenen Rechner eine eo 
Zustands-Anzeige (Belegungsgrad) und Dosis- 
Quantifizierung ermoglichL 

17. Verfahren zur Probenahme bei gasformigen 
und fliissigen Proben zum Zwecke einer Selektion 
Anreicherung und Matrixabtrennung mindestens 65 
eines AnaJyten kombiniert mit einer dosimeter- 
ahnlichen Quantifizierung, dadurch gekennzeich- 
net, daB analyt- und/oder stoffgruppen- oder biosy- 
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stem-selektive Sammelphasen vor jeder Probenah- 
me mit mindestens einer stabilen und leicht fest- 
stellbaren Indikationssubstanz beladen werden, die 
wahrend eines Sammelvorgangs von den zu sam- 
melnden Stoffen/Biosystemen von der Oberflache 
der Sammelphase verdrangt wird, wobei sich die 
Analyt-Dosis aus der Menge der analyt-verdrang- 
ten Indikationssubstanz (markierungsfreie Zone) 
ergibt, die durch eine Streckenmessung oder mit- 
tels eines integrierenden Detektorsignals erfaBt 
wird, 

18. Verfahren nach Patentanspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Analyte mittels eines Elua- 
tionsmittels aus der Probenahme-Vorrichtung ent- 
fernt und einer weiteren chemischen Analyse zuge- 
fiihrt wegen. 

19. Verfahren nach Patentanspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB bei gefahrlichen (toxischen) 
Analyten auf eine zu groBe Anreicherung verzich- 
tet wird, wozu als zu verdrangende Indikationssub- 
stanz ein schwacher gebundener Partner des be- 
treffenden Rezeptors, der mit einem DNA/RNA- 
Label versehen ist, gewahlt wird und die vom Ana- 
lyten freigesetzte, equivaJente Menge der so mar- 
kierten Indikationssubstanz mittels der extrem 
empfindlichen PCR-Technik gemessen wird 

20. Verfahren nach Patentanspruch 1 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB Hilfsreagenzien zur Feststellung 
des AusmaBes der Markierungsverdrangung in den 
Proben- oder Flussigkeitsstrom eingespeist wer- 
den. 

21. Verfahren nach den Patentanspruchen 19 oder 
20, dadurch gekennzeichnet, daB die Vorrichtung in 
Form einer rezeptorgefullten Kartusche an einer 
medizinischen Nadel oder Spritze positioniert wird 
und nach dem Ansaugen eines bestimmten Probe- 
volumens die vor dem darin enthaltenen Analyten 
verdrangten DNA/RNA-gelabelten Indikations- 
substanz-Molekule in einen anderen Behalter zur 
weiteren PCR-basierenden Quantifizierung uber- 
spult werden. 
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